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(54) Inositolglykane mit insulinartiger Wirkung 

(57) Es werden Verbindungen der Formel I 



A - 2 - R 



(I) 



beschrieben, wobei A fur den Rest H - P(0)(OH) - , H - 
P(S)(OH) - , HO-P(S)(OH) - ,HS-P(S)(OH) - , (C r C 4 ) - 
Alkyl - P(0)(OH) - , (C r C 4 ) - Alkyl - P(S)(OH) - , 
S(0) 2 (OR 1 ) - . S(0)(OR 1 ) NH 2 - C(O) R 1 R 2 N 
R 1 R 2 N - C(O) - NH -, R 1 0 - S0 2 - NH (C r C 4 ) - Alkyl 
- S0 2 - , (C r C 4 ) - Alkyl - S(O) - Oder R 1 - S - steht, 2 fur 
2 bis 6 substituierte Oder unsubstituierte Zuckerreste 
steht und R fur substituiertes oder unsubstituiertes Ino- 
sitol steht. 

Die Verbindungen der Formel I eignen sich zur Behand- 
lung von Diabetes meilitus oder nichtinsulinabhdngiger 
Diabetes. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Inositolglykane mit insulinartiger Wirkung, die sich zur Behandlung des Diabetes mellitus eig- 

nen. 

Es ist bekannt, daf3 die metabolische Wirkung von Insulin auch die Bildung von niedermolekularen Verbindungen 
bewirkt, die auch insulinartige Wirkung besitzen (US 4,446,064). Es sind schon eine Reihe von Inositol glykanverbin- 
dungen vorgeschlagen worden, die insulinartige Wirkung zeigen (WO 96/14075, JP 6/293790, JP 4/120089) 

Der Diabetes Typ II, nicht insulinabhdngiger Diabetes, geht einher mit einer Insulinresistenz der peripheren 
Gewebe, wie Muskel- Oder Fettgewebe. Die dadurch reduzierte Glucoseverwertung wird verursacht durch fehlende 
Insulinstimulation des Glucosetransports und nachfolgender metabolischer Prozesse. 

In dem Bestreben weitere wirksame Verbindungen mit insulinartiger Wirkung zu finden, wurde nun gefunden, daG 
die erfindungsgemSBen Verbindungen in vitro insulinartige Wirkung zeigen, eine gute SerumstabilitSt aufweisen und 
auch an insulinresistenten Gewebeh insulinartige Wirkung zeigen und sich so zur Behandlung von Diabetes mellitus 
eignen. 

Die Erfindung betrifft daher Inositolglykane mit insulinartiger Wirkung der Formel I 

A - 2 - R (I) 

und/oder physiologisch vertrSgliche Salze der Verbindung der Formel I und/oder stereoisomere Formen der Verbin- 
dung der Formel I, wobei 

A fur den Rest 

1) H - P(0)(OH) - , 

2) H - P(S)(OH) - , 

3) HO-P(S)(OH) -, 

4) HS-P(S)(OH) 

5) (C r C 4 ) - Alkyl - P(0)(OH) - , 

6) (C r C 4 ) - Alkyl - P(S)(OH) - , 

7) S(0) 2 (OR 1 ) - , 

8) S(0)(OR 1 ) 

9) NH 2 - C(O) 

10) R 1 R 2 N -, 

11) R 1 R 2 N-C(0)-NH-, 

12) R 1 0-S0 2 -NH-, 

13) (C r C 4 ) -Alkyl -S0 2 - , 

14) (C r C 4 ) - Alkyl - S(O) - Oder 

15) R 1 -S-steht, 

worin R 1 und R 2 unabhangig voneinander Wasserstoffatom oder (C r C 4 ) - Alkyl bedeuten, 

2 fur 

1) 2 bis 6 Zuckerreste, 

2) 2 bis 6 Zuckerreste, ein- bis sechsfach unabhSngig voneinander substituiert durch 

2.1 Methyl, 

2.2 Zuckerrest, 

2.3 Dizuckerrest, 

2.4 - S0 2 - OH, 

2.5- C(0)-NR 1 R 2 , 

2.6 - C(0)-(C r C 4 ) - Alkyl, 

2.7 - P(0)(H)OH, 

2.8 - P(0)(OH) 2 , 

2.9 - P(S)(H)OH, 
2.10-P(S)(OH) 2 , 

2.11 - P(S)(SH)(OH), 

2.12 - P(0)(OH) - O - CH 2 - CH 2 -NR 1 R 2 oder 

2.13 die glykosidische Bindung zwischen den 2 bis 6 Zuckerresten ein- bis sechsfach durch - CH 2 - oder 
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- S - ersetzt ist, steht und 
worin R 1 und R 2 unabhangig voneinander Wasserstoffatom oder (CyC A ) - Alkyl bedeuten, 

R fur 

1) Inositol, 

2) Inositolphosphat, 

3) Inositolthiophosphat, 

4) Inositolcyclophosphat, 

5) Inositolcyclothiophosphat, 

6) einen Rest aus der Gruppe definiert unter R 2) bis 5) ein- oder zweifach unabhangig voneinander substi- 
tuiert durch 

6.1 Phosphat oder 

6.2 Thiophosphat, 

7) einen Rest aus der Gruppe definiert unter R 2) bis 5) einfach substituiert durch 

7.1 einen Cyclophosphatrest oder 

7.2 einen Cyclothiophosphatrest, oder 

8) Inositol, wobei zwei benachbarte OH-Gruppen durch 

8.1 - CH 2 - S0 2 - NH - substituiert sind, steht. 
Bevorzugt sind Verbindungen der Formel I, die dadurch gekennzeichnet sind, daB 
A fur 

1) H - P(0)(OH) 

2) S(0) 2 (OR 1 ) - oder 

3) NH 2 -C(0)-steht, 

Z fur 

1) 2 bis 6 Zuckerreste aus der Gruppe 

1.1 Mannose, 

1.2 Glucose, 

1.3 GluconsSure, 

1.4 GalactonsSure, 

1.5 MannonsSure, 

1.6 Glucosamin, 

1.7 Fructose oder 

1.8 Galaktose oder 

2) 2 bis 6 Zuckerreste aus der Gruppe definiert unter Z 1 .1 bis 1 .8 stammen und ein- bis sechsfach unabhan- 
gig voneinander substituiert sind durch 

2.1 Methyl, 

2.2 Mannose, 

2.3 Glucosamin, 

2.4 Dimannose oder 

2.5 Mannose-Glucosamin und die glykosidische Bindung der beiden Zucker Mannose und Glucosamin 
zwischen den C-Atomen 1-3, 1-2 oder 1-6 der beiden Zucker liegt, 
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und 
R fur 

1) Inositol, 
5 2) Inositolphosphat, 

3) Inositolthiophosphat, 

4) Inositolcyclothiophosphat Oder 

5) Inositolcyclophosphat stent. 

10 Insbesondere bevorzugt sind Verbindungen der Formel I, die dadurch gekennzeichnet sind, daB 

A fur H - P(0)(OH) - steht, 
Z fur 

is 1) 2 bis 4 Zuckerreste aus der Gruppe 

1 . 1 Mannose oder 

1.2 Glucosamin stammen oder 

20 2) 2 bis 4 Zuckerreste aus der Gruppe 

2.1 Mannose oder 

2.2 Glucosamin stammen, einfach substituiert durch Mannose steht und 

25 R fur 

1) Inositol, 

2) Inositolphosphat oder 

3) Inositolcyclophosphat steht. 

30 

Unter Zuckerresten werden Verbindungen verstanden, die sich von Aldosen und Ketosen mit 3 bis 7 Kohlenstoff- 
atomen abieiten, die der D- oder L-Reihe angehOren kdnnen; dazu gehdren auch Aminozucker oder Urons&uren. Bei- 
spielhaft seien genannt Glucose, Mannose, Fructose, Galaktose, Ribose, Erythrose, Glycerinaldehyd, Sedoheptulose, 
Glucosamin, Galaktosamin, Glucuronsfiure, GalakturonsSure, GluconsSure, GalaktonsSure oder MannonsSure. 

35 Mit Dizucker sind Saccharide gemeint, die aus zwei Zuckereinheiten bestehen. Tri-, Tetra-, Penta- oder Hexazucker 
entstehen durch acetalartige Bindung von 3 bis 6 Zuckern. Die Bindungen kGnnen dabei in der a- oder p-Form auftre- 
ten. Die Bindungen zwischen den Zuckern erfolgen bevorzugt uber C-Atom 1 und C-Atom 6, C-Atom 1 und C-Atom 2 
sowie C-Atom 1 und C-Atom 4 der jeweiligen Zucker. Die a-Form der Bindung zwischen den Zuckern ist bevorzugt. 
Die Bindung von A an Z erfolgt beispielsweise uber eines der Sauerstoffatome von Z oder uber eines der Kohlen- 

40 stoffatome von Z, bevorzugt uber das Kohl enstoff atom der CH 2 -Gruppe von Z. Die Bindung der Reste fur A 10) bis 12) 
erfolgt bevorzugt uber ein Kohlenstoffatom von Z, die anderen Bindungen von A erfolgen bevorzugt uber ein Sauerstoff- 
atom von Z. 

Die Bindung von R an Z erfolgt analog zu den Bindungen der Di-, Tri-, Tetra-, Penta- oder Hexazucker. Ferner kann 
die Bindung von R an Z auch ein- oder mehrfach durch - CH 2 - oder - S - ersetzt sein. 
45 Wenn der Zucker substituiert ist, so erfolgt die Substitution bevorzugt am Wasserstoffatom einer OH-Gruppe des 
Zuckers. 

Unter dem Begriff insulinresistentes Gewebe werden beispielsweise Rattenfettzellen verstanden, die keinen Insu- 
linrezeptor mehr besitzen. 

Die erfindungsgemSBen Verbindungen kdnnen eine oder mehrere Phosphatgruppen enthalten, die auch noch mit 
so einer Phosphatschutzgruppe derivatisiert sein kOnnen. Phosphatschutzgruppen sind beispielsweise Phenyl, Benzyl 
oder Hydroxypropylnitril (Houben Weyl, Methoden der Organischen Chemie, Band 12/1 oder Band 12/2; Teilheimer, 
Synthetic Methods of Organic Chemistry, Vol 45). 

Unter physiologisch vertrSglichen Salzen der Verbindung der Formel I sind insbesondere pharmazeutisch ver- 
wendbare oder nicht-toxische Salze zu verstehen. Solche Salze werden z.B. von Verbindungen der Formel I, welche 
55 saure Gruppen, z.B. Phosphate oder Sulfate, enthalten, mit Alkali- oder Erdalkalimetallen gebildet, wie z.B. Na, K, Mg 
und Ca, sowie mit physiologisch vertrSglichen organischen Aminen, wie z.B. Triethylamin und Tris-(2-hydroxy-ethyl)- 
amin. Verbindungen der Formel I, welche basische Gruppen, z.B. eine Aminogruppe enthalten, bilden mit anorgani- 
schen Sauren, wie z. B. SalzsSure, Schwefelsflure oder PhosphorsSure und mit organischen Carbon- oder SulfonsSu- 
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ren, wie z. B. Essigsaure, Citronensaure, BenzoesSure, Maleinsaure, FumarsSure, WeinsSure und p-ToluolsulfonsSure 
Salze. Verbindungen, in denen basische und saure Gruppen in gleicher Zahl vorliegen, bilden innere Salze und sind 
auf eine dritte Salzkomponente nicht angewiesen. 

Die Erfindung betriffi weiterhin ein Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel I, das dadurch gekenn- 
5 zeichnet ist, daB man das Inositolglykan stufenweise aus geschutzten Zucker- und Inositol-Vorstufen aufbaut, anschlie- 
Bend den Rest A anfugt und von der erhaltenen Verbindung eine Oder mehrere zum Schutz anderer Funktionen 
temporar eingefiihrte Schutzgruppen abspaltet und die so gewonnene Verbindung der Formel I gegebenenfalls in ihr 
physiologisch vertragliches Salz uberfuhrt. 

Die Synthese der Di- bis Mehrfachzucker erfolgt nach bekannten Verfahren (H. Paulsen, Angew. Chem. Int. Ed. 21 
w (1982) S. 155). Bevorzugt wird die Trichloracetimidat Methode zur Synthese von Oligosacchariden angewendet (R. R. 
Schmidt, Angew. Chem. Int. Ed. 25 (1986) 212 - 235; T. Ogawa, Tetrahedron Lett. 31 (1990) 2439 - 2442). 

Die Synthese der Phosphate erfolgt mit Hilfe der H-Phosphat- und der Phosphoramidit-Methode. (W. Bannwath et 
al., Helvetica Chemica Acta, 70 (1987), Seiten 175-186; LA. Slotin, Synthesis (1977), Seiten 737-752) 

Fur die Hydroxygruppen der Zucker kommen im wesentlichen folgende Schutzgruppen in Frage: Benzyl-, Acetyl-, 
15 Benzoyl-, Pivaloyl-, Trityl-, tert.-Butyldimethylsilyl-, Benzyliden-, Cyclohexyliden- oder Isopropylidenschutzgruppen. 

Die Verbindungen der Formel I und deren physiologisch vertragliche Salze dienen in erster Linie als Wirkstoffe fur 
pharmazeutische Zubereitungen zur Behandlung des Diabetes mellitus oder nicht insulinabhangiger Diabetes. 

Erfindungsgegenstand ist daher auch eine pharmazeutische Zubereitung, die durch einen Gehalt an mindestens 
einer Verbindung der Formel I und/oder mindestens einem von dessen physiologisch vertraglichen Salzen in gel6ster, 
20 amorpher und/oder kristalliner - vorzugsweise in amorpher und/oder kristalliner Form gekennzeichnet ist. 

Die pharmazeutische Zubereitung ist vorzugsweise eine L6sung oder Suspension zu Injektionszwecken mit einem 
pH-Wert von etwa 3,0 bis 9,0, vorzugsweise von etwa 5,0 bis 8,5, welche ein geeignetes Isotoniemittel, ein geeignetes 
Konservierungsmittel und gegebenenfalls einen geeigneten Puffer, sowie gegebenenfalls auch ein Depotprinzip, alles 
in steriler waBriger LOsung oder Suspension, enthait. Die Gesamtheit der Zubereitungsbestandteile auBer dem Wirk- 
25 stoff bildet den Zubereitungstrager. Geeignete Isotoniemittel sind z.B. Glycerin, Glucose, Mannit, NaCI, Calcium- oder 
Magnesium-Verbindungen wie z.B. CaCI 2 oder MgCI 2 . Geeignete Konservierungsmittel sind z.B. Phenol, m-Kresol, 
Benzylalkohol und/oder p-Hydroxybenzoesaureester. 

Als Puffersubstanzen, insbesondere zur Einstellung eines pH-Wertes von etwa 5,0 bis 8,5 kOnnen z.B. Natrium- 
acetat, Natriumcitrat oder Natriumphosphat verwendet werden. Ansonsten sind zur Einstellung des pH-Wertes auch 
30 physiologisch unbedenWiche verdunnte S&uren (typischerweise HCI) bzw. Laugen (typischerweise NaOH) geeignet. 

Zwecks Variation des Wirkungsprofils der erfindungsgemaBen Zubereitung kdnnen auch modifizierte (vgl. EP-B 
132 769 und EP-B 132 770) und/oder unmodifizierte Insuline, vorzugsweise Rinder-, Schweine- oder Humaninsulin, 
insbesondere Humaninsulin, zugemischt werden. 

Die pharmazeutische Zubereitung wird dadurch hergestellt, daB man mindestens eine Verbindung der Formel I 
35 und/oder mindestens eines von dessen physiologisch vertraglichen Salzen, gegebenenfalls zusammen mit modifizier- 
ten und/oder unmodifizierten lnsulin(derivat)en, mit einem physiologisch unbedenklichen Trager sowie gegebenenfalls 
mit geeigneten Zusatz- und Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichungsform bringt. 

Die Erfindung wird nun durch die folgenden Beispiele naher eriautert. 

40 Beispiel 1 : 

Herstellung der Verbindung B 

Der Syntheseverlauf ist dem Formelschema am Ende von Beispiel 1 zu entnehmen. 

45 

Synthese von Verbindung 3 

60 g (94 mmol) 1 (T. G. Mayer, B. Kratzer, R. R. Schmidt, Angew. Chem. 106 (1994) 2289- 93) und 21,2 g (42,4 
mmol) 2 (A. Termin, R. R. Schmidt, Liebigs Ann. Chem. (1989) 789- 795) werden in 200 ml trockenem Methylenchlorid 

so und 400 ml trockenem n-Heptan gel6st. Nach Zugabe von 70 g getrocknetem Molsieb (0,4 nm) wird 15 Minuten bei 
Raumtemperatur geruhrt. Dann werden 5 ml 0,05 M Trimethylsilyl-trrfluormethansulfonsaure in Methylenchlorid (in den 
nachfolgenden Vorschriften als Katalysator-LGsung bezeichnet) zugegeben. Nach 15 Minuten gibt man 300 ml n-Hep- 
tan/ Essigester (1:1) zu und filtriert uber Kieselgel. Es wird mit n-Heptan/Essigester (1:1) nachgewaschen und dann 
eingeengt. Nach Reinigung mittels Flashchromatographie erhait man 41 ,0 g (99%) 3 als farbloses Ol. DC: n-Hep- 

55 tan/Essigester (1 :1), R f = 0,6, MS: (M + Li) + = 981,1 , berechnet C55H 67 N 3 0 11 Si, M= 974,21 . 
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Synthese von Imidat 4 

41 g (42,0 mmol) 3 werden in 400 ml Tetrahydrofuran (THF) und 9 ml Essigsaure gel6st. Nach Zugabe von 70 ml 
1 M TBAF/THF- L6sung laBt man 8 Stunden bei Raumtemperatur stehen. Die Essigsaure wird durch ausfrieren (16h 
bei -30°C) entfernt und das Filtrat nach Einengen mittels Flashchromatographie gereinigt. Ausbeute 34,1 g (94%) ent- 
schutzte Verbindung. Diese wird in 300 ml trockenem M ethyl ench lor id geldst. Nach Zugabe von 50 ml Trichloracetonitril 
und 20 g Kaliumcarbonat laBt man 4 Stunden bei Raumtemperatur ruhren. Es wird uber Kieselgel filtriert, mit n-Hep- 
tan/Essigester (1:1) nachgewaschen und eingeengt. Rohausbeute: 42,1g. DC: n-Heptan/Essigester (2:1), R f = 0,5. 1 H- 
NMR (CDCI 3 ): charakteristische Signale fur Imidat; o = 8,78, fur NH und 5,63 fur das Anomere (p-lmidat). 

Synthese von Trisaccharid 6 

33 ( 2g (33,0 mmol) 4 und 13,3 g (25,0 mmol) 5 (R. Aneja, S. G. Aneja, A. Parra, Tetrahedron, Asymmetry 6 (1995) 
17-18; C. J. J. Elie, R. Verduyn, C. E. Dreef, D. M. Braunts, G. A. van der Marel, J. H van Boom, Tetrahedron, 46 (1990) 
8243- 54) werden in 120 ml trockenem Methylenchlorid und 360 ml trockenem n-Heptan geldst. Nach Zugabe von 100 
g Molsieb wird 15 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. Es wird unter Argon auf -20°C abgekuhlt und dann mit 20 ml 
Katalysatorl6sung versetzt. Nach 30 Minuten laBt man auf Raumtemperatur auftauen. Zur Aufarbeitung wird uber Kie- 
selgel filtriert und mit n- Heptan/Essig ester (1:1) nachgewaschen. Es wird eingeengt und das Rohprodukt (46,2 g) in 
150 ml Methylenchlorid gelOst. Nach Zugabe von 400 ml Methanol und 15 ml 1 M NaOMe/MeOH-LGsung laBt man 16 
Stunden bei Raumtemperatur stehen. Die LOsung wird mit 1 ml Wasser versetzt und eingeengt. Das erhaltene Ol wird 
mit 50 ml Essigester gelOst, mit 200 ml n-Heptan/Essigester (1 :1) verdunnt und uber Kieselgel filtriert. Nach dem Ein- 
engen wird mit Flashchromatographie gereinigt. Ausbeute 32,5 g (97 %) weiBer Schaum als Anomerengemisch. DC: 
n-Heptan/Essigester (2:1), R f =0,5. MS: (M +Li) + = 1336,7; berechnet C 8 oH 87 N30 15 , M = 1330,59. 

Synthese von Trisaccharid 7 

Das Anomerengemisch 6 kann nur als Derivat 7 leicht chromatographisch getrennt werden. 32,4 g (24,4 mmol) 6 
werden in 200 ml Methylenchlorid gelOst. Nach Zugabe von 500 ml 0,5 M HCI/MeOH (aus 17,5 ml AcCI in 500 ml 
MeOH) und 20 ml Ethylenglycol laBt man 17 Stunden bei Raumtemperatur stehen. Nach dem Einengen wird mit Flas- 
hchromatographie gereinigt. Das erhaltene Produkt (26,9 g, 88 %) wird in 300 ml Methylenchlorid gelOst. Man gibt 3,0 
g Imidazol und 4,6 g TBDMSCI zu. Nach 16 Stunden bei Raumtemperatur wird mit 500 ml n-Heptan/Essigester (2:1) 
verdunnt und uber Kieselgel filtriert. Es wird mit n-Heptan/Essigester (2:1) nachgewaschen und eingeengt. Das erhal- 
tene Rohprodukt reinigt man mit Flashchromatographie. Ausbeute 21,1 g (72 %) 7 und 6,3 g (22 %) alpha Produkt. DC: 
n-Heptan/Essigester (2:1), R f =0,5 fur 7 und R f =0,3 fur das alpha Produkt. MS: (M +Li) + = 1370.6; berechnet 
C 8 oH 9 3N30 15 Si , M = 1364,71. 

Synthese von Trisaccharid 8 

21.2 g (15.5 mmol) 7 werden in 60 ml Methylenchlorid und 180 ml Dimethoxypropan gelflst. Man gibt 250 mg TsOH 
zu und laBt 1 Stunde bei Raumtemperatur stehen. Nach Zugabe von 2 ml Triethylamin wird eingeengt und man erhait 
23,1 g Rohprodukt. Dieses wird in 150 ml THF gelOst und mit 30 ml 1 M TBAF /THF-L6sung versetzt. Nach 16 Stunden 
wird eingeengt und mit Flashchromatographie gereinigt. Ausbeute: 20,0 g (99 %) 8 als weiBer Schaum. DC: n-Hep- 
tan/Essigester (2:1), R f = 0,4. MS: (M + Li) + = 1296,7; berechnet CyyH^^O^, M= 1290,51. 

Synthese von Tetrasaccharid 10 

20,0 g (15,4 mmol) 8 und 15,0 g (23,5 mmol) 9 (T. G. Mayer, B. Kratzer, R. R. Schmidt, Angew. Chem. 106 (1994) 
2289- 93) werden analog der Vorschrift fur Verbindung 6 umgesetzt und man erhait 20,3 g (76 %) Tetrasaccharid 1 0 als 
weiBen Schaum. DC: n-Heptan/Essigester (2:1), R f = 0,6, MS: (M + Li) + = 1770, berechnet C 10 7H 115 N3O20. M= 
1763,09. 

Synthese von Pentasaccharid 12 

20.3 g (11,8 mmol) 10 und 12,0 g (20,3 mmol) 11(T. G. Mayer, B. Kratzer, R. R. Schmidt, Angew. Chem. 106 (1994) 
2289- 93) werden analog der Vorschrift fur Verbindung 6 umgesetzt und man erhait 19,4 g (80 %) deacyliertes Produkt. 
Dieses Produkt wird in 200 ml Methylenchlorid geldst und mit 3,4 g (50,0 mmol) Imidazol versetzt. Man gibt 6,0 g (40,0 
mmol) TBDMSCI zu und ruhrt 15 Stunden bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von 5 ml Methanol laBt man 10 Minuten 
stehen, verdunnt dann mit 200 ml n-Heptan/Essigester (1 :1) und filtriert uber Kieselgel. Es wird noch mit 200 ml n-Hep- 
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tan/Essigester (1:1) nachgewaschen, eingeengt und mittels Ftashchromatographie gereinigt. Ausbeute: 19,4 g (95 %) 
12 als weiBer Schaum. DC: n-Heptan/Essigester (2:1), R f = 0,7. MS: (M + Li) + = 2226; berechnet C-i3 3 H 151 N 3 0 2 5Si, M= 
2219,75 

5 Synthese von Hexasaccharid 14 

19,4 g (8,9 mmol) 12 und 14,0 g (20,0 mmol) 13 (T G. Mayer, B. Kratzer, R. R. Schmidt, Angew. Chem. 106 (1994) 
2289- 93) werden in 100 ml trockenem Methyl enchlorid und 300 ml trockenem n-Heptan gektet. Nach Zugabe von 40 
g Molsieb (0,4 nm) wird 15 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt Es werden 10 ml Katalysatorldsung zugegeben und 

io weitere 15 Minuten geruhrt. Zur Aufarbeitung wird uber Kieselgel filtriert und mit n-Heptan/Essigester (1 :1) nachgewa- 
schen. Es wird eingeengt und man erhait 33 g Rohprodukt. Dieses wird in 200 ml Methylenchlorid gelGst und mit 500 
ml 0,5 M HCI in Methanol versetzt. Nach 2 Stunden bei Raumtemperatur wird eingeengt und mehrmals mit Methylen- 
chlorid eingeengt. Das erhaltene Zwischenprodukt wird im 200 ml Methylenchlorid gelGst und mit 3,4 g (50 mmol) Imi- 
dazol und 6,0 g (40 mmol) TBDMSCI versetzt. Nach 16 Stunden (h), wird analog der Verbindung 12 aufgearbeitet. 

15 Ausbeute 20,2 g (85 %) 14 als weiBer Schaum. DC: n-Heptan/Essigester (2:1), R f = 0,3. MS: (M+Li) + = 2669; berechnet 
Ci6iH 17 7N 3 03oSi. M= 2662,26 

Synthese von Verbindung 1 5 

20 30,0 g Triazol werden in 800 ml trockenem THF gelCst. Bei 10°C werden 13,5 ml Phosphoroxychlorid zugetropft. 
Danach tropft man 60 ml Triethylamin zu und ruhrt 15 Minuten bei Raumtemperatur. Der Niederschlag wird filtriert und 
mit wenig trockenem THF gewaschen. Das Filtrat wird zu 19,1 g (7,2 mmol) 14 gegeben. Die Ldsung wird auf 100 ml 
konzentriert. Nach 15 Minuten wird mit 500 ml Essigester verdunnt und zweimal mit 100 ml Wasser gewaschen. Die 
organische Phase wird uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und eingeengt. Nach Ftashchromatographie erhait 

25 man 19,0 g (97 %) cyclisches Phosphatdertvat als wei&en Schaum. DC: Methylenchlorid/Methanol/33% NH 3 (100/7/1), 
R f = 0,3. MS: (M+2Li-H) + = 2737; berechnet C 161 H 174 N 3 0 32 PSi, M= 2724,22. Das cyclische Phosphat wird in 350 ml 
THF gelOst und 100 ml TBAF (1M in THF) zugegeben. Nach 20 Stunden wird eingeengt und der Ruckstand mit Flash- 
chromatographie gereinigt. Ausbeute 18,1 g (99%) 15 als weiBer Schaum. DC: Methylenchlorid/Methanol/33% NH 3 
(100/7/1), R f = 0,3 (lauft gleich wie das Edukt). MS: (M+2Li-H) + = 2622; berechnet C^H^^C^P, M= 2609,96. 

30 

Synthese von Verbindung 16 

14 g PhosphorigesSure wird viermal mit Pyridin eingeengt und dann in 200 ml trockenem Pyridin aufgenommen. 
Bei 10°C tropft man 16 ml Pivaloylchlorid zu. Diese ReaktionslOsung ISBt man 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen. 

35 18,1 g (6,9 mmol) 15 werden in die oben beschriebene ReaktionslCsung eingetragen. Nach 1 Stunde wird mit 200 ml 
Toluol und 150 ml Methylenchlorid/Methanol/33% NH 3 (30/10/3) verdunnt. Nach dem Einengen wird noch dreimal mit 
Toluol restliches Pyridin herausdestilliert. Der Ruckstand wird in 200 ml Methylenchlorid/Methanol (20:1) suspendiert. 
Die nicht ICslichen Bestandteile werden filtriert und zweimal mit 50 ml Methylenchlorid/Methanol (20:1) gewaschen. 
Das Filtrat wird eingeengt und mit Flashchromatographie gereinigt. Ausbeute 16,9 g (91%) geschutztes Endprodukt. 

40 DC: Methylenchlorid/Methanol/33% NH 3 (100/7/1), R f = 0,25. MS: (M+3Li-2H) + = 2691 ; berechnet C 15 5H 163 N 3 0 34 P2, 
M = 2673,94. Zum Errtschutzen werden 600 ml Ammoniak bei -78°C kondensiert. 4,7 g (204 mmol) Natrium werden 
darin gelOst. Diese LOsung wird mit 300 ml trockenem THF verdunnt und dann werden 16,9 g (6,3 mmol) geschutztes 
Endprodukt gelOst in 100 ml trockenem THF langsam bei -78°C Reaktionstemperatur zugetropft. Nach 15 Minuten 
Reaktionszeit (blaue Farbe darf nicht verschwinden) wird vorsichtig mit 10 g Ammoniumchlorid versetzt. Wenn die 

45 blaue Farbe verschwindet wird vorsichtig mit 100 ml Wasser und 300 ml Methanol verdunnt. Man l&Bt auftauen und 
engt dann auf rund 150 ml ein. Diese LOsung wird mit 2 I Methylenchlorid/Methanol/33% NH 3 (3/3/1) verdunnt und auf 
eine FlashkieselgelsSule (700 ml Kieselgel) gegeben. Es wird mit 3 I Methylenchlorid/Methanol/33% NH 3 (3/3/2) dann 
mit 3 I (3/3.5/3) eluiert. Das Produkt eluiert, wenn man dann mit n-Butanol/Ethanol/Wasser/33% NH 3 (2/2/2/1) chroma- 
tographiert. Ausbeute 5,5 g (78 %) 16 als weiBer Feststoff. DC: (2/2/2/1), R f = 0,4. MS: (M+H) + = 1116,5; berechnet 

50 C 36 H 63 N0 34 P 2 , M= 1 1 15,83. 31 P- NMR (D 2 0) c = 16,3 PPM fur cyclisches Phosphat und 7,9 fur H- Phosphat. 



55 



BNSDOCID: <EP 0845475A1> 



7 



EP 0 845 475 A1 



Ac °^BnO 



OBn 



BnO 
BnO 




NH 



10 



HO 
BnO 



TMS-Trf 




OTBOMS 



75 



AcO 



BnO 
BnO 



BnO 




OBn 



O 

BnO 




O^ 



,OTBDMS 



20 



25 



1. TBAF , ACOH 

2. CI 3 CCN, K 2 C0 3 




55 



BNSDOClD:<EP 0845475A1> 



8 



EP 0 845 475 A1 




1. HCI/MeOH 

2. TBDMSCI, Imidazol 



20 



25 



30 




35 



1. Dimethoxypropan, TsOH 

2. TBAF 




55 



BNSDOCID: <EP 0845475A1> 



9 



EP 0 845 475 A1 



5 



10 



15 



20 




25 




55 



BNSDOCID: <EP 0845475A1> 



10 



m 



EP 0 845 475 A1 



10 



15 



20 



25 



Bn °\Bn0 0 

TBDMSO^ £ 

BnO 
BnO 

BnO 



BnO 
BnO 





°^Bn0 0 

BnO-^V^JLA 
BnOA^ — 



BnC \Bn0 0 

13 y 

NH 

2. HCI/MeOH 



3. TBDMSCI, Imidazol 



OBn 



O 

BnO 




14 



O 



BnO QH 




55 



BNSDOCID: <EP 0845475A1> 



11 



EP 0 845 475 A1 




BNSDOCID: <EP 0845475A1 > 



12 



1 EP 0 845 475 A1 

Beispiel 2: 

Die Verbindungen A, G, D, E, F, G, H, und J bis W (s. Tabelle 2) werden analog der Methoden gemSB Beispiel 1 
hergestellt. Tabelle 1 zeigt die Strukturformeln, Summenformel und Massenspektrum der Verbindungen A, C, D, E ( F, 
5 G, H und I. Die Massenspektren der Verbindungen J bis W stimmen mit den theoretiseh berechneten Werten uberein. 



Tabelle 1 
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Verbindung 
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Verbindung Summenformel Massenspektrum 

(M+H) + 
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Verbindung Summenformel Massenspektrum 

(M+H) + 



(M+H) 1334,6 

10 




30 

Beispiel 3 

Pharmazeutische Wirksamkeit 

35 Die biologische Aktivitat der erfindungsgemSBen Verbindungen der Formel I wird anhand von isolierten Fettzellen 
aus der Ratte bestimmt. 

Die Preparation von Fettzellen aus der Ratte erfolgte wie folgt: 
WeiGes Fettgewebe des Nebenhodens (Wistar- Ratte, 160 - 180 g, keine Futterbeschrankung) wird mit Kollagenase 
verdaut und die entstandenen vereinzelten Fettzellen werden uber Filtration von unverdautem Gewebe abgetrennt und 

40 durch Flotation mehrmals mit Krebs-Ringer-Henseleit-Puffer (KRH-Puffer) gewaschen. 

A) Lipogenese 

Dieser Test bestimmt die insulinstimulierbare Umwandlung von Glucose in ToluollOsliche Produkte (Triglyzeride, 
45 Phospholipide, FettsSuren), welche den Glucose-Transport und die Triglyzerid (Glycerin-3-P-Synthese, Veresterung)- 
/Phospholipid- /FettsSure-Synthese einschlieBlich der Insulin-Signalubertragungskaskade erfordert. Bei einer Glukose- 
konzentration von 2,5 mM im Test ist die Veresterung (und nicht die Glyzerin-3-P-Synthese einschlieBlich Glukose- 
transport) fur die Stimulation der Lipogenese geschwindigkeitsbestimmend. 

200 |x1 (3 x10 5 Zellen/ml) Ratten-Fettzellen in KRH-Puffer werden mit 100 \i\ D-[3- 3 H]Glucose (25 mM, 0,4 jxCi) in 
so Gegenwart Oder Abwesenheit von Insulin (10 ng/ml) oder erfindungsgemaBer Verbindung der Formel I fur 90 min bei 
37°C inkubiert (Endvolumen 1 ml). Durch Zugabe eines Toluol-IOslichen Szintillationscocktails (10 ml) werden die Zel- 
len aufgeschlossen und die Lipide von wasserlOslichen Produkten und dem Inkubationsmedium abgetrennt. Nach Pha- 
sentrennung wird die in Lipidprodukte inkorporierte Radioaktivitat durch Szintillationsmessung direkt ohne Entfernung 
der waBrigen Phase bestimmt ([ 3 H]Lipid [dpm*10' 3 ]). Von dieser Radioaktivitat wird ein Kontrollwert (Inkubation unter 
55 identischen Bedingungen jedoch ohne Zellen) subtrahiert. Die Lipogeneserate ist bis 120 min linear. Der maximale Sti- 
mulationsfaktor - dies ist das Verhaitnis vom Inkubationsergebnis mit Insulin zum Inkubationsergebnis ohne Insulin - 
wird auf 100 % gesetzt. Die Prozentangaben unter "%lns max » sind Teile des so definierten maximalen Stimulationsfak- 
tors. Der Begriff EC50 gibt die Konzentration der Verbindung der Formel I an, bei der 50% der durch die jeweilige Ver- 
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bindung der Formel I zu erreichenden maximalen Stimulation zu beobachten ist. 
B) Glucosetransport 

5 Rattenfettzellen in 100 fil KRH-Puffer (Titer 5 x 10 5 Zellen/ml) werden mit Insulin Oder mit der erfindungsgemaBen 

Verbindung der Formel I fur 15 min bei 37°C unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach Zugabe von 50 \i\ 2-[ 3 H]Deoxyg- 
lukose (0,3 mM, 0,2 ^iCi) wird die Inkubation bei Raumtemperatur fortgesetzt. Nach bestimmten Zeitpunkten (0-20 min) 
werden 100 \i\ des Testansatzes entnommen und in ein ReaktionsgefSB (Inhalt 400 uberfuhrt, worin 250 Dinonyl- 
phthalat vorgelegt sind. Nach Zentrifugation (15000 x g, 1 min) werden die Zellen auf der Olschicht vom Inkubations- 

10 medium unterhalb der Olschicht durch Zerschneiden des RShrchens auf HGhe der Olschicht abgetrennt und in ein 
SzintillationsgefdB uberfuhrt. Nach Zugabe von 5 ml wasserldslicher Szintillationsflussigkeit wird die Radioaktivitdt 
bestimmt. Diese gesamte zellassoziierte Radioaktivit&t wird um passiv in die Zellen diffundierte und in den Zellzwi- 
schenrSumen eingeschlossene [ 3 H] Deoxyglucose durch Subtraktion eines Kontrollwerts (Inkubation in Gegenwartdes 
Glukosetransporthemmers Cytochalasin B) korrigiert. Die initiale (stimulierte) Glukosetransportgeschwindigkeit ist bis 

75 15 min linear. Der maximale Stimulationsfaktor - dies ist das Verhaitnis vom Inkubationsergebnis mit Insulin zum Inku- 
bationsergebnis ohne Insulin - wird auf 100 % gesetzt. 

Die Begriffe "%lns max " und " EC 50 " sind wie unter A) Lipogenese def iniert. 
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Patentanspruche 

1 . Verbindung der Formel I 

5 A-Z-R (I) 

und/oder ein physiologisch vertrSgliches Salz der Verbindung der Formel I und/oder eine stereoisomere Form der 
Verbindung der Formel I, wobei 

10 A fur den Rest 

1) H - P(0)(OH) - , 

2) H - P(S)(OH) - , 

3) HO-P(S)(OH) -, 
J5 4) HS-P(S)(OH) - ( 

5) (C r C 4 ) - Alkyl - P(0)(OH) - , 

6) (C r C 4 )- Alkyl -P(S)(OH)-, 

7) S(0) 2 (OR 1 ) - , 

8) S(0)(OR 1 ) 
20 9) NH 2 - C(O) 

10) R 1 R 2 N 

11) R 1 R 2 N - C(O) - NH -, 

12) R 1 0-S0 2 -NH -, 

13) (C r C 4 ) - Alkyl - SO s - , 

25 14) (C r C 4 ) - Alkyl - S(O) - Oder 

15) R 1 -S-steht, 

worin R 1 und R 2 unabhangig voneinander Wasserstoffatom oder (C r C 4 ) - Alkyl bedeuten, 

fur 

1) 2 bis 6 Zuckerreste, 

2) 2 bis 6 Zuckerreste, ein- bis sechsfach unabhangig voneinander substituiert durch 

2.1 Methyl, 
35 2.2 Zuckerrest, 

2.3 Dizuckerrest, 

2.4 - S0 2 - OH, 
2.5-C(0)-NR 1 R 2 , 

2.6 -C(0)-(C r C 4 )- Alkyl, 
40 2.7 - P(0)(H)OH, 

2.8 - P(0)(OH) 2 , 

2.9 - P(S)(H)OH, 

2.10 - P(S)(OH) 2 , 

2.11 - P(S)(SH)(OH), 

45 2.12 - P(0)(OH) - O - CH 2 - CH 2 -NR 1 R 2 Oder 

2.13 die glykosidische Bindung zwischen den 2 bis 6 Zuckerresten ein- bis sechsfach durch -CH 2 - 
oder -S-ersetzt ist, steht und 

worin R 1 und R 2 unabhangig voneinander Wasserstoffatom oder (C-|-C 4 ) - Alkyl bedeuten, 

so R fur 



Z 

30 



1) Inositol, 

2) Inositolphosphat, 

3) Inositolthiophosphat, 
55 4) Inositolcyclophosphat, 

5) Inositolcyclothiophosphat, 

6) einen Rest aus der Gruppe def iniert unter R 2) bis 5) ein- oder zweifach unabhSngig voneinander sub- 
stituiert durch 
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6.1 Phosphat Oder 

6.2 Thiophosphat, 

7) einen Rest aus der Gruppe definiert unter R 2) bis 5) einfach substituiert durch 

7.1 einen Cyclophosphatrest Oder 

7.2 einen Cyclothiophosphatrest, Oder 

8) Inositol, wobei zwei benachbarte OH-Gruppen durch 

8.1 - CH 2 - S0 2 - NH - substituiert sind, steht. 

2. Verbindung der Formel I nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
A fur 

1) H - P(0)(OH) 

2) S(0) 2 (OR 1 )-oder 

3) NH 2 - C(O) - steht, 

Z fur 

1) 2 bis 6 Zuckerreste aus der Gruppe 

1.1 Mannose, 

1.2 Glucose, 

1.3 GluconsSure, 

1.4 Galactonsaure, 

1 .5 Mannonsdure, 

1 .6 Glucosamin, 

1.7 Fructose Oder 

1 .8 Galaktose stammen, 

2) 2 bis 6 Zuckerreste aus der Gruppe definiert unter Z 1 .1 bis 1 .8 stammen und ein- bis sechsfach unab- 
hSngig voneinander substituiert sind durch 

2.1 Methyl, 

2.2 Mannose, 

2.3 Glucosamin, 

2.4 Dimannose oder 

2.5 Mannose-Glucosamin und die glykosidische Bindung der beiden Zucker Mannose und Glucos- 
amin zwischen den C-Atomen 1-3, 1-2 oder 1-6 der beiden Zucker liegt, und 

R fur 

1) Inositol, 

2) Inositolphosphat, 

3) Inositolthiophosphat, 

4) Inositolcyclothiophosphat Oder 

5) Inositolcyclophosphat steht. 

3. Verbindung der Formel I nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB 

A fur H - P(0)(OH) - steht, 
Z fur 

1) 2 bis 4 Zuckerreste aus der Gruppe 
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1 . 1 Mannose Oder 

1 .2 Glucosamin stammen oder 

2) 2 bis 4 Zuckerreste aus der Gruppe 

5 

2.1 Mannose Oder 

2.2 Glucosamin stammen, einfach substituiert durch Mannose steht und 

R fur 

10 

1) Inositol, 

2) Inositolphosphat oder 

3) Inositolcyclophosphat steht. 

is 4. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel I nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB man das Inositolglykan stufenweise aus geschutzten Zucker- und Inositol-Vorstufen 
aufbaut, anschlieBend den Rest A anf ugt und von der erhaltenen Verbindung eine oder mehrere zum Schutz ande- 
rer Funktionen temporSr eingefuhrte Schutzgruppen abspaltet und die so gewonnene Verbindung der Formel I 
g eg eben entails in ihr physiologisch vertragliches Salz uberfuhrt. 

20 

5. Pharmazeutische Zubereitung, gekennzeichnet durch einen wirksamen Gehalt an mindestens einer Verbindung 
der Formel I nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3 in gelGster, amorpher oder kristalliner Form. 

6. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 5, gekennzeichnet durch einen Gehalt an mindestens einem modi- 
25 fizierten oder unmodifizierten Insulin oder Insulinderivat. 

7. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zubereitung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB man mindestens eine Verbindung der Formel I, mit einem physiologisch annehmbaren Trager sowie gegebe- 
nenfalls geeignete Zusatz- und/oder Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichungsform bringt. 

30 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man mindestens ein modifiziertes oder unmodifiziertes 
Insulin oder Insulinderivat zusetzt. 

9. Verwendung von mindestens einer Verbindung der Formel I nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3 oder 
35 erhalten gemSB dem Verfahren nach Anspruch 4 zur Herstellung einer pharmazeutischen Zubereitung zur 

Behandlung des Diabetes mellitus oder nicht insulinabhdngiger Diabetes. 
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